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> Aside direncli boyama, mikobakterilerin
lipitten zengin hucre duvarlarinin
boyanmasi ve renk giderici ajan asit
alkolle boyayi birakmamasi esasina
dayanir.

> Direk mikroskobl ile gorulebilmesi icin
balgamin her mi‘de S bin ile 10 bin basil
bulunmasi gereklidir.



> Aside direncli boyama::
1) Erken tanida,

2) Kulturden elde edilen mikroorganizmanin
aside direncli yapisini dogrulamada,

3) Tedavinin etkinligini izlemede ve

4) Direk duyarlilik testinde, ornegin uygun
dilusyenunun hazirlanmasinda.



1B tanisinda ARB Mikroskopl

> Esas degeri;
Hizi
Ozgulligu oldukca yiksek

> Ana dezavantaji;
Duyarliligi degisken

> Oldukeca yuksek oranda dogru tani;
Paramedikal personel yapabilir
Basit ve meveut ekipman kullanimi



> ARB ozgullugu % 99'un uzerindedir.



TB'da ARB pozitif yaymalarin

Referans,ulke

Long, Haiti, 1991
Githui, Kenya, 1992

Warndorff,
Malawi, 1997

Van Deun,
Bangladesh, 2001

ozgullugu
HIV+  ARB pozitif, TB deqil
26% 4/199 hasta
(2/2 HIV+/-)
33% 0/320 hasta
>50%7? 2/904 hasta
(1/1 HIV+/-)
<1% 3/1065 hasta



> ARB duyarliligr %22- 80 arasinda
degismektedir.



Duyarliligr etkileyen faktorler;

> Ornegin tipi,

> Enfekte eden mikobakteri turu,

> Dekontaminasyon ve konsantrasyon
Isleminin etkisl,

> Boyama tipl,

> Yaymanin kalinligi,



Duyarliligr etkileyen faktorler;

> Hastaligin prevalansi ve agirligl,
> Toplanan materyalin kalitesi,
> Ornekte mevcut mikobakterinin miktari,

> Direk veya konsantre hazirlanip
hazirlanmadigl,

> Yaymayi inceleyen laboratuvar
personelinin deneyimi.



> 2630 balgam orneginde yapilan
calismada,

her 100 alanda en az 10 basil varsa Z-N
ve florokrom boyamanin duyarliliklarinin
benzer,

her 100 alanda 10" dan daha az basil
varsa florokrom boeyama duyarliliginin
daha yuksek oldugu;



bir yaymayi negatif olarak raporlamadan
once gerekli ortalama zaman Ziehl-
Neelsen boyamaiile 7 dakika 44 saniye,
ayni buyutmede florokrom mikroskobi ile 3
dakika 34 saniye oldugu gosteriimistir.

Ba F ve ark.Int J Tuberc Lung Dis, 1999; 3(12): 1101- 5.



> T ek basina akut inflamatuar eksuda
veya seyrek granulom gibi bakter
yukunun yuksek oldugu durumlarda
Ziehl-Neelsen boyama ile ARB
pozitifliginin florokrom boyama kadar
Iyl oldugu gosteriimistir.

Kumar N ve ark. Cytopathology, 1998; 9(3):208-14.



> Doku orneklerinde Real time PCR ile
karsilastirmali yapilan calismada, formalin
ve ksilenin ve ayrica tek basina % 10
formalinle yapilan muamelenin de
mikobakterilerin aside direncli
boyanmalarini azalttigi gosterilmistir.

Fukunaga H ve ark. AmJ Respir Crit Care Med, 2002;166:994-997.



> Saceanu ve ark. sitosantrifuj kullanilarak
Kinyoun boyamai ile ARB duyarliliginin %
100°e ulastigini bildirmislerdir.

Saceanu CA ve ark.J Clin Microbiol 1993; 31:2371-2374.



> \Woods sadece ARB boyama icin
sitosantrifuju tavsiye etmemekte; ancak
sitosantrifuj meveutsa, konsantre
orneklerden yayma hazirlanmasi
iIstenmisse sitosantrifuj kullanimini
onermektedir.

Woods GL. The mycobacteriology laboratory and new diagnostic
technigues. Infect Dis Clin Northi Am, 2002; 16(1): 127- 144.



3486 balgam orneginde,

> Tum ornekler volum dikkate alinmadan
yapilan muayenede duyarlilik % 72.5;

> >= 5 ml balgam miktari ile yapilan
iIncelemede ARB duyarlilign % 92

saptanmistir.

Warren J ve ark. Am J Respir. Crit Care Med. Volume 161, 5. May 2000,
1559- 1562.



> Kinyoun’s karbol fuksin metodunun ZN
metoduna gore duyarliliginin: dusuk
oldugu saptanmistir.

> Duyarliligin karbol fuksin konsantrasyonu,
boyama ve zit boyama zamani ve asid
alkol konsantrasyonu ile anlamli olarak
etkilendigi gosterilmistir.



> Standart prosedurler uygulanirsa ZN ve
florokrom metodlarinin duyarlilik ve
ozgullugunun yakin oldugu gosterilmistir.

Somoskovi ve ark. Chest 2001:120:250-257 .



> Cetylpyridiniumehloride” de saklanan
balgam orneklerinde ZN metodu ile ARB
tayininin anlamli olarak azaldigi
gosteriimistir.

Selvakumar N ve ark. Int J Tuberc Lung Dis. 2004 Feb;8(2):248-52.



> Seri yayma incelemelerinde,
Ik yaymada % 80-82
Ikincl yaymada % 10-14,
tcuncu yaymada Y% 5-6
artan oranlarda ARB pozitifligi saptanacakiir.



Serl yayma orneklerinde pozitiflik yuzdesi

Referans/ulke 1.yaymada 2. yaymada 3. yaymada
pozitiflik % artma % artma %
Andrews, Hind. 1959 79 % 18 % 3 %
Blair, ABD 1973 81 % 10 % 9 %
Urbanczik, 1985 80-82 % 10-14 %  5-8 %
lpuge, Tanzanya 1996 88 % 9 % 3 %
Harries, Malawi 1996 83 % 13 % 4 %
Finch, ABD 1997 HIV - 89 % 10 % 1 %
HIV + 79 % 21 % -

Nelson, ABD 1998 77 % 15 % 8 Y%
Salim, Banglades 1998 85 % 14 % 11 %

\/an Deun,, Bangl. 2002 95 % 4 % 11 %



> Mikobakterilerin aside direncli yapisi birkac
metotla tayin edilir:

Karbolfuksin metodu ( Ziehl-Neelsen,
Kinyoun)

Florokrom metodu (auramine O, auramine-
rhodamine)



Sputum container

arking pen

Waste receptacle
with disinfectant




> Herhangi tip klinik materyal veya mikobakter
kultUrunden elde edilen mikroorganizmalar
Inceleme ornegi olabilir.

> I'um orneklere biolojik guvenlik kabininde islem
uygulanmalidir.

> Her ornekten birkac yayma hazirlamak en
Iyisidir.



> Yogunlastiriimis orneklerde cokuntuden,
yogunlastirilmamis orneklerde kanli veya
nekrotik materyalden yayma hazirlanir.

Furulent




> Yogunlastiriimis orneklerde cokuntuden,
yogunlastirilmamis orneklerde kanli veya
nekrotik materyalden yayma hazirlanir.

> Ornek lam Gzerine
bir para boyutunda

(1.5x 1.5 cm
boyutlarinda ) yayilir.




Yaymanin kalinliginin kontrol edilmesi
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> Cok kalin yayma Dogru yayma Cok ince yayma



Yaymanin boyutu

>
> Cok buyuk Cok kucuk Birden fazla Dogru



> Lam Uzerine birden fazla yayma
yapillimamall.

> Yayma biolojik guvenlik kabininde havada
kurutulur.



> Yayllmis materyal su yontemlerden biri ile lama
tesbit edilir:

1) Elektrikli lam 1siticisinda,
2) Bek’'in mavi alevinde,
J) Safi metanol iceren bir kavanozda.

*Isi Ile tesbit etme tum mikobakterileri
oldurmeyebilir.



Her boyamada kontrol lami bulunmalidir.
* Negatif kontrol; Nocardia asteriodes
ATCC 3308
* Pozitifi kontrol; Mycobacterium tuberculosis
H37Ra ATCC 25177

E. coli ve M. kansasii gibi daha az patojenik
organizmalar da kullanilabilir.



Karbolfuksin boyamada,

Mycobacterium turleri Kirmizi veya
morumsu Kirmizi renkte;

N. asteriodes veya E.coli mavi veya yesil
renkte gorulur.



Kabul edilemez kontrol lamlari sunlardir:
Karbolfuksin boyamada,
1- Pozitit kontrol kirmizi boyali degil ise,

2- Negatif kontrol renk giderme isleminden
sonra kKirmizi kalmakta ise,

3- Zeminin rengi yeterince giderilememis ise,



Kontrol lamlarinda,

Problem goruldugu zaman hasta lamlari ve bir
kontrol lam yeniden boyanmalidir.



Boyama Teknikleri:
A. Ziehl-Neelsen (sicak karbolfuksin) boyama:

. Lam Ziehl-Neelsen
karbolfuksin ile
kaplanir.

. Lam alttan 3-5
dakika isitilir.




Ziehl-Neelsen (sicak karbolfuksin)
boyama:

. Lam soguduktan sonra sudan gecirilir.

. %0 3 asit alkolle renk giderilir.

. Lam suyla yikanir.

. Metilen mavisi'ile 20-30 saniye boyanir.



Ziehl-Neelsen (sicak karbolfuksin)
boyama:

. Lam suyla yikanir.

. Havada kurutulur.




B. Kinyoun karbolfuksin(soguk karbolfuksin)
boyama:

Ziehl-Neelsen boyamadan tek farki lamin
Isitiimamasidir.



Boyali 1yl yayma ve kotul yayma
ornekleri




Boyali 1yl yayma ve kotu yayma
ornekleri

X

Lam yagli ise Lam cizik Ise



Boyali 1yl yayma ve kotu yayma
ornekleri

N

(L

Yayma kaynatilirsa Islak yayma fikse edilirse



Boyali 1yl yayma ve kotu yayma
ornekleri

Fazla isitilirsa Doegru yayma



Boyall Iyl yayma ve kotu yayma
ornekleri

Renk giderme islemi ZIt boyama suresi
yetersiz oldugu zaman astigl zaman



Boyali 1yl yayma ve kotu yayma
ornekleri

Uygun yayma



> Karbolfuksin boyali yaymalar 100x" Itk
Immersiyonlur objektif ile (1000x buyutme)
Incelenir.



> Yaymayi negatif olarak raporlamadan once
minimum 300 alan incelenmeli

(Yaymanin uzun kenari
boyunca 3, kisa kenari
boyunca 9 paralel alan
Incelenmesi ile)




> Aside direncli artefaklar yaymada olabildiginden
hucre morfolojisini dikkatli izZlemek gereklidir.

> Karbolfuksin boyamada, kirmizi renkte, 1-10
um uzunlugunda 0.2-0.6 um genisliginde Ince,
cubuk seklinde gorulur, egik veya Kivrik olabilir.





http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Mycobacterium_tuberculosis_Ziehl-Neelsen_stain_640.jpg







Artefaklar
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> Boyama sonugclari 24 saat icinde bildiriimelidir.

> Tum yaymada sadece 1-2 basil gorulurse
raporlanmamalidir. Baska yaymalari,mumkunse
yeni bir ornekten hazirlanan yaymalari
Inceleyerek dogrulanmalidir.



> Raporda boyanma yontemi belirtilir ve pozitiflik
niceliksel olarak bildirilir.



Gorulen ARB miktari

RAPOR Fuksin boya Florokrom boya

1000 X 250 X 450 X
Negatif ) 0 )
Supheli, 1-2/300 alan 1-2/30 alan 1-2/70 alan
tekrar
1+ 1-9/100 alan 1-9/10 alan 2-18/50 alan
2+ 1-9/10 alan 1-9/1 alan 4-36/10 alan
3+ 1-9/1 alan 10-90/1 alan 4-36/1 alan
4+ >9/1i alan >90/1 alan >36/1 alan




ARB’nin okundugu
alan miktari

100 alan
200 alan
300 alan
>300 alan

ARB’nin pozitif bulundugu yayma orani, niceliksel
gruplandirarak

IUATLD/WHO
<1 ARB/ 1-9 ARB/ pozitif
100 alan 100 alan (enaz 1/10 alan)
n=64 n=512 n=1412
48.4 % 83.2 % 99.6 %
68.7 % 94.1 % 99.9 %
89.1 % 99.2 % 100" %

100 % 100 %



> Yanlis pozitifi yayma nedenleri:
1- Su ve su depolari,
2- Boyama kavanozlari veya tabaklari,
3- Immersiyon yagi ile.



ULKEMIZDE TUBERKULOZ LABORATUVARLARININ
DURUMU
(2000, 2002, 2005 ve 2007 ANKET SONUCLARININ
KARSILASTIRILMASI)

Turk Klinik Mikrobiyolojil Dernegi
Tuberkuloz Calisma Grubu



ANKET FORMUNA YANIT VEREN
KURUMLAR

2000 2002 2005 2007

> Universite Hastaneler:
Mik. ve Kl. Mik. ABD/

Merkez Laboratuvari 31 26 26 29
> GHH Lab. 9 6 9 12
> S.B. EAH Lab. - 1 10 3
> BTL 6 1 4 11

TOPLAM 46 34 49 56



2000 % 2002% 2005% 2007 %
- Mikroskobik inceleme 100 100 100 100
- EZN boyama yontemi 83 93 76 79
- Kinyoun boyama yontemi 6 I
- EZN+ Kinyoun / Florokrom; 17 12 18 14
- Kantitatit sonuc¢ bildirimi 45 061 99 68
- Poz-neg. sonug bildirimi 41 32
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